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論文内容要旨
 ζ目的翌
 アスパラギン酸プロテアーゼの一つであるCathepsinD(Cat-D)は,至適pHが3-6の酸
 性プロテアーゼである。したがってCat-Dの細胞外での活性化の条件として,発現する細胞の
 周囲微小環境の酸性化が必要である。その酸性化の機序として,細胞内でのプロトン(H⊥)の
 産生とH†の細胞外への分泌が考えられる。H皿を産生する酵素としてCarbonicAnhydrasen
 (CAH)があり,R一を輸送する酵素として液胞型H†輸送性ATPase(V-ATPase)がある。と
 もに破骨細胞に存在することが知られている。本研究では,慢性関節リウマチ(RA)の関節組
 織における骨・軟骨破壊でのCat-Dの活性化に伴うCAH,V-ATPaseの発現を免疫組織化学的
 に検討した。併せて,Cat-D発現細胞のマクロファージ抗体(CD68)による同定や,免疫酵素
 電顕による形態学的な検討を行った。さらに,変形性関節症(OA)の組織におけるCat-Dの発
 現を検討し,RAの場合と比較した。
 監対象および方法選
 RA患者43症例とOA患者8症例の人工膝関節置換術の際に採取した滑膜組織と骨・軟骨組
 織を対象とした。組織は4%paraformaldehyde/PBSで2時間固定後,パラフィンに包埋した。
 骨を含む組織は,脱脂後4℃でEDTAを用いて低温脱灰を行い,その後に包埋した。
 検討項目は,①Cat-D,CAH,V-ATPaseの光顕的酵素抗体法をABC法にて行い,連続切片
 にて組織におけるそれら酵素の発現を比較した。
 ②RA患者17症例でCat-D発現細胞の数をカウントし,算術平均値を求めた。同様に連続切片
 で同一視野中のCAH,V-ATPase発現細胞数をカウントし,算術平均値を求めた。その上で
 Ca七一D発現細胞数を100%とした場合のCAII,V-ATPase発現細胞数の比率を求めて検討した。
 ③Cat-D発現細胞について,抗CD68抗体を用いて,連続切片で,その発現細胞を比較した。
 ④滑膜組織においては免疫酵素電顕を酵素抗体間接法にて行い,その発現細胞を形態学的に検討
 した。
 ⑤OAの組織において,骨破壊部と滑膜組織におけるCat-D発現細胞数をカウントした。
 【結果】
 骨破壊部において,破骨細胞と周囲の単核細胞にCaレDの強い発現がみられた。肉芽組織に
 浸潤する単核細胞にもCat-Dの強い発現がみられた。CAIIとV-ATPaseはともに破骨細胞と周
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 囲の単核細胞に強い発現がみられたが,肉芽組織に浸潤する単核細胞においては発現が乏しかっ
 た。周囲の基質の脱失した変性軟骨細胞で,連続切片にてCat-D,CAH,V-ATPaseはともに
 発現がみられた。しかし,新生軟骨細胞においては,V-ATPaseの発現程度が減弱していた。滑
 膜組織において,滑膜表層細胞にCat-Dの強い発現がみられた。CAHは滑膜表層細胞の一部に
 発現がみられたが,発現の程度も乏しかった。V-ATPaseは滑膜表層細胞,subliningの少数の
 細胞に弱い発現がみられた。②骨破壊部では,Cat-D発現細胞数を100%とした場合,CAH発
 現細胞数は82.0%,V-ATPase発現細胞数は80.4%であり,いずれも高い値を示した。軟骨細胞
 では,Cat-D発現細胞を100%に対して,CA∬発現細胞数は88.0%,V-ATPase発現細胞数は
 74.2%であった。滑膜組織ではCat-D発現細胞数を100%に対して,CAII発現細胞数は28,9%,
 V-ATPase発現細胞数は33.1%でそれぞれ低値であった。③骨破壊部,滑膜組織におけるCat-D
 発現細胞は,CD68の発現がみられた。④免疫酵素電顕を行った結果,Caも一D発現細胞は胞体の
 形が不整で一部に突起を有し,リソゾームの発達とphagocytoticvesicleが多数認められた。細
 胞内におけるCat-D発現部位がほとんどリソゾームであり,リソゾームとphagocytoむicvesicle
 が融合した像も観察された。⑤OAの組織においても,骨・軟骨破壊部で破骨細胞と軟骨細胞に,
 滑膜組織で滑膜表層細胞にCat-Dの発現がみられた。
 蛋考察】
 骨破壊部においては,破骨細胞単核細胞にCat-Dの細胞外への分泌,活性化の維持が免疫
 組織化学的に示唆された。
 変性した軟骨細胞においては,細胞自ら酵素を分泌,活性化し周囲の基質を分解する可能性が
 示唆された。
 滑膜組織では,酸性プロテアーゼの細胞外での活性化は考えがたい状況であった。1995年,
 Keyszerらは,RA,OA滑膜組織において,CatDのmessengerRNAの発現を証明したが,
 正常滑膜組織においては認めないことを報告した。このことは,Caむ一Dが炎症性の滑膜細胞内で
 産生され,そのRAの病態への関与が示唆された。滑膜組織におけるCaレD発現細胞は,免疫
 酵素電顕の結果よりマクロファージ系の細胞であり,CaレDは貪食した物質を細胞内で処理する
 のに利用している可能性が示唆された。
 【結論】
 酸性プロテアーゼであるCat-Dが細胞外で,CAn,V-ATPaseによる酸性化の機序で活性化
 され,RAの関節組織の破壊に関与するのは,骨破壊部の破骨細胞と単核細胞,軟骨細胞である
 ことが明らかになった。
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 審査結果の要旨
 慢性関節リウマチ(RA)の関節組織における骨・軟骨の破壊に種々のプロテアーゼが関与し
 ている。CathepsinDは至適pHが3-6の酸性領域にあるアスパラギン酸プロテアーゼの一つ
 で,プロテオグリカンの分解にあずかる。そのCathepsinDの細胞外基質に対する作用の活性
 化には,発現細胞の周囲微小環境の酸性化が必要である。その酸性化には,細胞内でCarbonic
 AnhydraseHによるH+の産生と,液胞型H+輸送性ATPase(V-ATPase)によるH†の細胞
 外への分泌の機序の関与が考えられる。本研究は,慢性関節リウマチの関節組織における
 CathepsinD,CarbonicAnhydraseH,V-ATPaseの発現を免疫組織化学的に検討し,想定し
 た酸性化機序とCathepsinD活性が存在するか,さらにそれらの存在はいずれの細胞にである
 かを明らかにせんとしたものである。
 免疫組織化学的検討の結果は,慢性関節リウマチの関節組織の骨破壊部において,破骨細胞と
 周囲の単核細胞,さらに周囲の基質が脱失した変性軟骨細胞にCathepsinD,Carbonic
 AnhydraseH,V-ATPaseいずれもの強い発現がみられた。しかし,肉芽組織に浸潤する単核
 細胞およびに関節軟骨内の新生軟骨細胞においてはそれらの発現が乏しかった。滑膜組織におい
 ては,表層細胞にCathepsinDの強い発現がみられたが,CarbonicAnhydraseH,V-ATPase
 の発現は弱いものであった。加えて行われた免疫酵素電顕では,CathepsinD発現細胞は胞体
 の形が不整で一部に突起を有し,リソゾームの発達とphagocytoticvesicleが多数認められた。
 細胞内におけるCathepsinDの発現部位がほとんどリソゾームであり,リソゾームと
 phagocytoticvesicleが融合した像も観察された。
 これらの所見はヒト破骨細胞において初めてH+産生のCarbonicAnhydraseHとH+細胞外
 分泌に関与するV-ATPaseの細胞内局在を証明したものである。さらに,慢性関節リウマチの
 関節組織では,破骨細胞,単球細胞に加えて関節軟骨内の変性軟骨細胞が,Carbonic
 Anhydrase∬,V-ATPaseを産生して細胞周囲の微小環境を酸性化させ,同時にCathepsinD
 を酸性して細胞外基質を破壊することが証明された。また,滑膜組織表層にみられるCathepsin
 Dのみ強度発現の細胞はマクロファージ系の細胞であり,CathepsinDを貪食した物質の処理
 に利用している可能性が示唆された。
 本研究は慢性関節リウマチの病態解明を一歩進めたものであり,学位論文に値する。
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